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Description 

La prdsentB invention concema un proa6d6 d*obtention de polyosides capsulaires de staphylocoques et 
plus partlcull&rennent un prooSdd d'obtention de polyosides capsulaires caractdristlques de Staphylococcus 
6 aureus. 

S, aureus produit un tris grand nombre d*ant'g^nes extra- et Irttra-ceriulalres. parmi tesquels de 
nombreuses toxinas et enzymes. L'implication de ces mdtabclites dans tes intoxications alimentaires ou 
dans la constitution des abc^ est bien 6tat>lie. Par centre, aucune correlation n*a pu §tre Stabile entre la 
presence de ces antigdnes et les propriStds Invasivas de S. aureus, c'esto&^llre sa capacHd h, entraHner une 
10 septic^mie. 

I^a polyosides capsulaires sont des facteurs de pathogdnicrtd bien connus pour des bact^ries teltes 
qua Streptococcus pneumoniae. Haemophilus influenzae et Neisseria meningitidis- C*est pourquol de 
nombreuses tentatives disolement de souches de stapRylocoques capsulds ont dtd rdalisdes. Quelquas 
souches capsut^es ont 6t6 d^cn'tes dans la Ifttdrature (souches Smith, M et T). Cepandant, te fait que les 

1$ souches de S. aureus Isoldes. chez des malades apparaissertt ddpourvues de capsules h i'examen de 
colonies sur gdiose. ou ^ Texamen microscopique des germes, a conduit la msjorltd des auteurs h conchire 
que cette t)act^rie est habltuellement non capsul^e. 

Pourtanti dans des publications parues depuis 1970, Walter W. Karal<awa a d^montrd, d'une part 
I'existence de polyosides capsulaires dans plusieurs Isolements cliniques de staphylocoques et, d'autre 

20 part, que des aintlg&nes capsulaires protdgeaient la t^act^rie de la phagocytose par les polynucl^alres. En 
1980. Walter Karakawa et WllUe Vann (Capsular polysaccharides of Staphylococcus aureus, p. 2B5-293. In 
J.B. Robblns, J.C. Hill, and J.C. Sadoff (ed.). Seminars In Infectious disease, vol. 4. Bacterial vaccines. 
Thieme Stratton. Inc. New Yoric) d^montraient par des crit^res essentiellement immunologiques. Pexistence 
d*au molns 8 types capsulaires de S. aureus. 

2S la purification et la caract#risation blochimique et immunologique du polyoside capsulaire de type 8 ont 
4t6 r6alis6es en 1984 (J.M. Foumier et al. Infect. Immun. 45 : 87-93) et une m^thode de typage capsulaire 
de S. aureus a 6^ d^crite en 1 985 (W.W. Karakawa et al. J. Clin. Microbiol. 22 : 445-447). 

Des 6tudes 6plddmiologlques rdafisdes sur un grand nombre de souches de S. aureus Isoldes de 
malades, ont mon^ que 70 & 80% de ces souches poss^daient Tun ou I'autre des polyosides capsulaires 

30 5 et 8 (par example RD. Adbeit et al. Diagn. Micn>l>iol. Infect Oi& 2 : 85-91. 1^). 

Des anticorps monoctonaux sp^cifiques des polyosides capsulaires 5 et 8 ont ^ prgparSs (H.K. 
Hochkeppel et al. J. CItn. Microbiol. 25 : 528-530. 1987. et M.J. Nailers et al. Infect Immun. 49 : 14*18. 
1985). 

Karakawa et al.. J. Clin. Microbiol., 1985, 22 : 445-447 a en outre d^crit une mdthode d'identiflcation des 
35 polysaccharkfes capsulaires de type 1. 2. 3. 4, 5. 6. 7 et 8 de Staphyiococcus aureus au moyea d'une 

reaction d*agglutination et d'immunopr^pltation au moyen d'antis^rums monospdcifiquesl 

A cdtd de Staphylococcus aureus qui est un staphyiocoque coagulasa positive, c est-2i-dire qui produit 

une coagulase libra (voir Bergey's Manual), on oonnait de nomkmuses esp5cas de staphylocoques qui sont 

des staphylocoques coagulara negative, c'est-il-dire ne produlsent pas de coagulase Libre. Ces ^pdces 
40 coagulase negative ont M cfassdes par KLOOS et SCHLEIf^R; (Int. J. Syst Bactertol: 25, p. 50-61; p. 62^ 

79). 

Parmi ces esp^ces coagulase negative, on peut citer : 

Staphylococcus simulans 

Staphylococcus xylosus ^ 
45 Staphylococcus cohnil 

Staphylococcus saprophiticus 

Staphylococcus haemolyticus 

Staphytococcus wameri 

Staphylococcus homlnis 
60 Staphylococcus epidenmldis 

Staphylococcus capitis 

staphylocoques coagulase negative sont habituellement non pathog&nes pour rhomme et pour 
I'animal. Aucun polyoside capsulaire identlque k caux d^its chez S. aureus n'a ^td identifi^ dans les 
souches de staphylocoques coagulase negative. Au contraire, M J. Nelles et al (ddj& <M) ont montnd que 3 
56 souches de S. epidermMls ne produlsent pas de polyoside capsulaire de type 5 ou de type 8. 

Or, la Demanderesse a d^couvert que certaines souches de staphylocoques coagulase negative 
produlsent des polyosides capsulaires identiques & ceux de Staphylococcus aureus et gdnSralement en des 
quantity plus importantes que Staphylococcus aureus. La frequence d'isolemant da telles souches est 
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environ 2% chez I'homme. 

La prSsentB invention a en consequence pour objet un procddd d'obtention de polyosides capsulalres 
caractiristiques da Stephytoiccus aureus , par culture da souches de staphylocoques. extraction du 
polyoside capsulaire et purification de ce polyoside capsulaire. caractSris^ en ce qu'on utilise comme 
souche de staphylocoque une souche de sti3|>hylocoque coagulase negative qui a M s^lectionn^ parmi 
las souches productrices de ce polyoside. 

La pr^sente invention a Sgatement pour objet las applications de ces polyosides notamment un 
procdde d'obtention d'un vaccin contra Staphylococcus aureus et de prodults de diagnostic, ainsi qua des 
souches (solves et sdlectionndles productrices de polyosides capsulaires caract^ristiques de Staphylococ* 
cus aureus . 

La sdlecfion d'une souche productrice d*un polyoside capsulaire caract§r1stique de Staphylococcus 
aureus psut §tro ais^ment r^alls^e 

- soit h parttr de la k>actir]e intacte. par agglutination d'une suspension bactarienne au moyen 
d'anticorps spddfiques des polyosides capsulalres de Staphylococcus aureus , notamment d'anticorps 
monoclonaux tels que ceux ddj^ ddcrits. utilises en solution ou prSalablement flxds par exennple aur 
un support tel que des particules de latex. 

- soft par detection du polyoside capsulaire dans des extraits bactSriens, obtenus, par exemple, 

- par lavage des bact^ries 
ou 

- apr^s lyse bactarienne, obtenue par autodavage ou par utilisation d*une enzyme sp^cifique du 
staphylocoque telle que la lysostaphlne. 

Le polyoside capsulaire peut dtre mis en Evidence dans ces extraits bactdriens par des m^thodes 
immunologiques ou par des m6thodes physico-chimiques. 
Parmi les m^thodes immunologiques, on peut citer : 

- i'immunoprScipitation on gel d'agarose (double diffusion), 

- i*immuno^tectrophor§se en fiis^e (voir en particulier J.M. Foumier et al et Hochkeppel et al 66A 
citis). 

L'anticorps spdcifique du polyoside capsulaire est Indus dans un gel d'agarose ^uilibri dans un 
tampon k pH 6^ (pH auquel ranticorps na migre pas). L'extratt bact^rien est d€pos6 dans un pults creus^ 
dans le gal puis soumis h i'actton d'un champ ^lectrique qui fait migrer le polyoside capsulaire dventuelle- 
ment present dans rexferait. Au fur et & mesure de sa migration, fe polyoside capsulaire se combine avec 
ranticorps et forme un prSclpit^ dont le front se d4place jusqu'^ ce quMi n'y alt plus de polyoside capsul^re 
fibre. Apr&s sdchage, fixation et coloration du gel, la mesure de la hauteur de la fl&che observ^e pennet de 
determiner la quantity de polyoside capsulaire pnssent dans i'extrait bactirien. 
" las reactions immunoenzymatiques de type EUSA. 

Panmi les metiiodes physlco-chimtques. on peut dter des m^thodes qui mettent en Evidence la 
presence d'un ou de plusieurs constrtuants du polyoside capsulaire : 

- chromatographfe en phase gazeuse, 

- chromatographte llqulde sous haute pression. 

* chromatographle d'^change d'ions. 

- filtration sur gel, 

- chromatographfe d'affinit^. 

- dosages chimiques des sucres amines. 

A partir des souches selectionn6es, on okitient le polyoside capsulaire en trois 6tapes : 

• culture des bact^rles, 

- extraction du polyoside capsulaire, 

- purification du polyoside capsulaire. 

1) Culture des bacttfrfes : 

CJomme milieu de culture, on peut utiliser notamment le milieu Columbia (DHco). liquide ou solide 
(meiiloure production de polyoside capsulaire par des bact^ries cultiv^es sur milieu solide). avec une durte 
de culture d'une nuit ^ 37*C par exemple. 

2 ) Exbraction du polyoside capsulaire : 



Deux procidds peuvent §tre employes : 
- autodavage. 
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• lyse des bactiries par la lysostaphina. 

a) Extraction par autoclavage : 

6 Lbs bactiries cultiv^ss sur milieu solide sont misds en suspension dans de I'eau physiologlque 
tamponn^e (EPT) (5 ml pour una bote de Petri de 9 cm de dlam^tre). puis autoclavdas una heure k 
121 * C. Apr&s centrlfugation 20 minutes li 25000 g, le sumageant est gard^ et le culot est h nouveau extrait 
dans les m§mes conditions. Aprds centrifugation 20 minutes h 25000 g, les deux sumageants sont 
regroup^s, dlalys^ contre Teau distill^e et lyophllls^s. On obtient ainsi I'extrait brut (EB). 

10 Pour 100 boltes de Petri, on obtient approximativement 10 g de culot bactSrien humide et 2 g d'EB. 

Les bactdries cultiv^es en milieu liqulde sont tu4es par addition de phdnol et d'^thanol (1^ %, 24 h & la 
temperature du laboratolre). pute r^p^r^es par centrlfugation 20 minutes ^ 25000 g ou ul tiafi iU aU oh par 
example sur un filtre Durapore type HV 0,45 micrometre de Mlllipore. Le culot l^act^rien est remis en 
suspension dans de TEPT (0,1 g de culot humide/inl d'EPT) puis extrait d I'autoclavage dana (as conditions 

76 d6crttes prSc^demment 

b) Extraction par la lyscstaphlne : 

Le culot liactdrten est mis en suspension dans de I'EPT (0,5 g/ml) contenant 25 mg de iysostaphine par 
20 litre. La suspension est agit^e pendant una nuit h 37 *C. puis centrlfugde 20 minutes h 25000 g. Le 
sumageant est dialysd contre Teau distillde puis lyophilisd. 

3) Purification du polyoslcte capsulaire : 

25 Una m^thode avantageuae de purification est la sulvante : 

a) Unaltement enzymatiqtje de I'EB : 

L'EB est repris dans I'EPT (10 mgAnI). traltiS par la DNase et la RNase (0,1 mg/ml, 6 h & 37*C) puis la 
30 iprotdase (1 mg/mi, une nuit h 37 *C). Le produtt est ensuite dialysd contra I'eau dlstill^e et lyophills6. Deux 
g d'EB donnent approximativement 0,7 g d'extrait traitd aux enzymes (ETE). Ce traitement permet 
d'^fiminer la plua grande partle des protdines et des acides nucidiques. 

b) Chromatograptiie d'tehange dions : 

35 

L'ETE est repris dans un tampon acetate de sodium (0,05 M, pH 6) contenant du chlorure de sodium * 
(0.1 M) puis pa^ sur un dchangeur d'ions (par exempie de la DEAE-cellulose) ^quilibrd avec le m€me 
tampon. La plus grande partie das protdines contenues dans I'ETE ne sent pas al)sorK>6es sur I'^changeur 
dions et .sont done ^liminies par un lavage de I'ddiangeur d'ions avec le tampon d'dquilibrage. Par contra, 

40 le polyoside capsulalre, I'acide teichoH^ue et les acides nucl^iques, restent ftx^ sur r^changeur d'ions. 

Le polyoside capsulalre est en falsant passer sur i'dchangaur d'ions un tampon contenant une 
concentration plus ^lev^ de chlorure de sodium. A litre d'exempfe, le polyoside capsulalre de type 5 est 
6\u6 avec un tampon acetate de sodium (0»05 M, pH 6) contenant du chlorure de sodium h la concentration 
de 0,15 M. Pour ^tuer le polyoside capsulalre de type 8. la concentration de chlorure de sodium dolt §tre 

45 de 0.18 M. Les ^luats sont recueillis dans un collecteur de fractions, et les fractions qui corrtiennent du 
polyoside capsulalre (d^ect^ par une reaction immunologique utilisant des anticorps spScifiques) sont 
regroup^es. dlalys^es contre I'eau dlstill^e puis lyophllis^es. 

On obtient approximativement 20 mg d'extrait purifi^ sur ^changeur dions (EEI) h partir de 0,17 g 
d'ETE. Cetta chromatographle d'dchange d'ions permet d'dlimlner la plus grande partie des prot^lnes, des 

60 acides nuddlques et de I'acide teichoique. 

c) RltraUon sur gel : 

L'EEI est reconstitud dans une solution de chlorure de sodium (0,2 M), et filtr^ sur un get de Sepharose 
55 4B-CL Les fractions contenant du polyoside cc^sulalre, ddtect^ par reaction immunologique, sont regrou- 
p^es, dialys6es contre I'eau distiilSe et lyophillsdes. Le produit lyophilisd constitue le polyoside capsulal- 
re purine. 

Ce polyoside capsulalre est contamln6 par mains de 1% de prot&'nes, moins de 0,5% d'acides 
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nucl^iques et moins de 0.05% d'acida teichoftiue. A partir da 20 mg d'EEI. on obtient approximativement 
10 mg da polyoside capaulaira purifid. Rnalement, a partir da 10 g da culot bactdrien humlda r^coftg sur 
100 boltes de Petri, on obtient approximativement 10 mg da potyoside capsulajre purifi^. 

A titre d'exemple on a isol6 les souchas suivantes de staphylocoque coagulasa negative produisant du 

5 pofyoside capsulaire idantique k celui de Staphylococcus aureas. 

Pour la s6loction das souchas productrices da polyoside capsulaires caractfiristlques de Staphylococ- 
cus aureus , on a mis au contact de la suspension bact^rienne, una quantity d^anticorps sp^dfiques de ces 
polyosides capsulaires. La detection des polyosides capsulaires obtenus apr^ lyse bact^rienne, a ^ti faite 
par Immuno^IectrophoF&se en fusee (technique dScrite par J.M. FOURNIER ddjii cite) ou par Ellsa. 

10 Cheque souche hautement productrice de polyosides capsulaires a iv^ caract^risee par ces deux 
techniques. 



Num^ro de la souche 


650206 


Q60G38 


850071 


850279 


Num6ro de d^pdt h la 


1-885 


1^82 


1-684 


1^883 


Date de ddp6t 


30.07.87 


30.07.87 


30.07.87 


30.07.87 


Morphologie 


Cocci gram positif 


Coed gram positif 


Coed gram positif 


Coed gram positif 


Catalase 




+ 


+ 


+ 


Fermerrtation du glucose 
en mHieu MEVAG 


+ 




+ 


-1- 


DNAsa 










Coagulase 










Type capsulaire 


5 


5 


8 


8 



Ces souchas prSsentent les caract^ristiques didentification biochimique par le syst^me Api Staph 
suivantes : 



35 



40 



45 



50 



6 



EP 0 302 781 B1 





6 * 


Nu«6ro 
de la souche 


850206 : 


86063B 1 


850071 


I 850279 


• 
• 

8 

8 


10 


D-^G lucose 


• 

8 -** < 




8 


8 




IS s 


O-Pructose 


; ^ 


4- 


• ^ 


s • ♦ 




20 ' 


\ 0-*Hannoae 


8 8 






8 




25 


t Maltose 


8 8 




f ^ 


8 
8 




30 


8 Lactoae 


8 - * 




8 ♦ 


* 

8 + 




8 D*Tr^haloae 


8 ^ 




8 ^ 


8 ^ 




36 
















8 O-Hannitol 












40 
















1 Xylitol 













45 



50 



65 
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6 


t : 
8 D«H6Iib4ose : 
t z 














10 


s t 
t Nitrate de s 
s potassium n 

8 t 


«l- 8 








; 


♦ 1 


TO 


S I 

8 «(-r>aphtyl i 
: phosphate i 

• m 
m 1 














SO 


I pyruvate de 8 
8 sodium 8 


8 




• 

m 
m 




• 




2S 


8 Raffinoae 8 


8 


- 




- 


* 


> 


30 


8 Xylose 8 














35 


8 Saccharose s 


^ 8 










♦ a 


40 


8 a(*mtf thyl«D* 8 
8 glucoside 8 














45 


8 N-ac<tyl- 8 
8 glucosamine 8 


4- t 




8 
8 


■4- 


• 
• 

8 


♦ 8 



60 



8 
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1 




1 




s 




t 


•8 


z Arglnine 


t 




1 




t 


- 


$ 






ft 




t 




1 




t 




t 


• 




t 




t 




t 




t Ur6e 


a 








t 




2 






s 




8 




I 




3 








Staphylo* 




StaDhylo- 


-I 


staphylo- 


-t 


Staphylo-t 


t Espdce ^ 


z 


coccus 


s 


coccus 


s 


coccus 


I 


coccus s 


t 


hsemoly* 


1 


homialo 


1 


hominis 


S 


hominis s 






tiCUB 


8 




t 




t 








1 


f 


2 


t 


2 


f 


2 s 





















* Selon la classification de Kloos et Schleifez 

L'antibtogramme de oes souches est le sulvant : 



Nuatfro 
1 de Is aeueh* 


1 8SQ206 1 


1 1 


t 850071 


t a 
8 850279 * 


t Ptfnicilline G 


s R 


t S 


t S 


$ R : 


t Oxaeilline 


t R 


1 s 


t s 


1 S t 


t Tobraraycine 


t R 


* 5 


t s 


t S s 
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t Gentainielne 




R t 


S t 


* 

S 1 


S t 


t Tetracycline 


'• 


R t 


S t 


S s 


R t 


« Crythronycine 
« 


■ 


R t' 


R s 


S 1 


S t 


X Clindamycine 




S t 


S t 


S t 


S t 


; Pr JLstinamycine 


; 


S ( 


S : 


S t 


S t 


z Trim^thopriffle 
s Sulf amides 


; 
• 


• 

R : 


S : 


S s 


; 

S s 


t Rif ampiclne 




S z 


S : 


S < 


S t 


B Aeide fueidique 




R t 


S s 


S s 


S t 


5 

t Vancomycine 




S I 


S s 


S t 


s > 



so 



R a resistant 
S = sensible 



A titro cTexemple, la mise en oeuvre du proced6 d'obtention Jes polyosides capsulaires extraits par 
autoclavage de 10^ bacteries a permis d'obtenir les quantit^s indiqu^es dans le Tableau ci-apr^s. Ces 
valeurs na sont quindicatives, car la productkm de polyosida capsulaire eat assez variable d'une culture h 
ss rautre. 
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Numdro de la Souche 


Espdce 


Type 
Capsuiaire 


Production de polyosldo 
capsuiaire (microgrammes) 


85Q206 


S. haemolyticus 1 


5 


30 


^638 


S. hominfs 2 


5 


4 


850071 


S. hominis 2 


8 


20 


850279 


S. hominis 2 


8 


5 



TO 



IS 



20 



Les polyosldes capsulatres obtenus h parHr de souches de staphylocoque coagulase n§gative peuvent 
§tre utilises pour : 

a) la preparation de vacclns contre Staphyiococcus aureus, h usage humain ou v^tSrinalre. 
en vue - d'une protection indlviduelle 

ou - de l'ot>fBntion de s6rums immuns utilisables pour la preparation d'anticorps anti-polyoside capsuiai- 
re pouvant €tre utilied en immunofherapie passive ou pour le diagnostic par dee techniques d'agglutina- 
tfon. ELISA, RIA ou Western blot selon des m^thodes connues de Thomme de I'art; 

b) la preparation de produits de diagnostic pour un diagnostic chez rhomme, chez I'anlmal ou dans dea 
produHs agro-alimentaire, et notamment pour : 

- la detection dans des produits blologtques d'anticorps speclflques du polyoside capsuiaire, ou 
* la detection de potyoside capsuiaire dans des isolements diniques de staphylocoques coagulase 
positive ou coagulase negative. 



Revendlcatlons 



25 



Prooede d'obtention d'un polyoside capsuiaire caracterisSque de Staphylococcus aureus par culture de 
souches de staphylocoques, extraction du polyoside capsuiaire et purification de ce polyoside capsulai* 
re, caracterise en ce qu'on utilise comme souche de staphylocoque une souche de staphylocoque 
coagulase negative qui a ete seiectionnee parmi les souches productrices de ce polyoside. 



30 



Procede selon la revendication 1. caracterise en ce qu'on seiectionne une souche de staphylocoque 
coagulase negatWe productrlce d*un polyoside capsuiaire caracterlstique de Staphylococcus aureus 
par reaction d*agglutinatlon au moyen d'anticorps spedfiques des polyosides capsulaires de Staphylo^ 
coccus aureus. 



35 



40 



45 



Procede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'on seiectionne une souche de staphylocoque 
coagulase negative productrlce d'un potyoside capsuiaire presents par une souche de 
Staphylococcus aureus par detection du polyoside capsuiaire dans un extratt bacterien de la souche. 

Proc^ selon la revendication 3. caracterise en ce que Textrart bacterien est un extrait obtenu par 
lavage des bacteries. 

Prooede selon la revendication 3, caracterise en ce que t'extrait tmcterien est un extrait obtenu apr^s 
lyse bacterienne. 

Precede selon I'une quelconque des revendlcatlons 1 Sk 5. caracterise en ce qu'on extrait le polyoside 
capsuiaire aprbs autoclavage. 



50 



55 



7. Precede selon Tune quelconque des revendlcatlons 1 5, caracterise en ce qu'on extrait le polyoside 
capsuiaire aprhs lyse des bacteries par un agent de lyse. 

a Precede selon l*une quelconque des revendlcatlons 1 Ik 7. caracterise en oe qu'on purifie le polyoside 
capsuiaire extrait par traitement enzymatique, suivi d'une chromatographle d'echange d'lons et d'une 
flltraGon sur gel. 

d. Precede selon Tune quelconque des revendications t h S, caracterise en ce qu'on utilise une souche 
de staphylocoque coagulase negative deposes k la CNCM sous les numeros 1-682, h683, 1-684 ou I- 
685. 



10. Procede d'obtention d un vaccin contre Staphylococcus aureus, caracterise en ce que Ton utilise 



un 
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potyoside selon la ravendicab'on 1. 

11. Proo^de d*obtention d'un produit de diagnostic pour la detection das staphylocoques coagulase 
positive ou n^ative. caracteris6 en ca que Von utilise un polyoside obtenu par un procSdS selon la 

5 revendlcation 1. 

12. Souches pufifiees de staphylocoque coagulase negative productrices de polyoside capsulaire caract§- 
ristique de Staphylococcus aureus . 

70 13. Souches seton la revendlcation 12, qui sent les souches ddpos^s k la CNCM sous les num^ios 1-682. 
1-683, 1-684 et 1-685, le 30 Julllet 1987. 

14. Utilisation des souchas selon la revendlcation 12 ou la revendlcation 13 pour Tobtention de polyosides 
capsulaires caractSristiques de Staphylococcus aureus . 

76 

Claims 

1. Process for the preparation of a capsular polysacchan'de characteristic of Staphyiococcus aureus , by 
cultivating strains of staphylococci, extracting the capsular polysaccharide and purifying this capsular 

20 polysaccharide, charactorlsed In that tiie strain of staiphylococd used is a strain of coagulase-negative 
staphylococci selected from the strains which produce this polysaccharide. 

2. Process according to cfsum 1 .characterised in that a coagulase-negative strain of staphylococci 
producing a capsular polysaccharide characteristic of Staphylococcus aureus is selected by an 

26 agglutination reaction using antibodies specific for the capsular polysaocharidiB of Staphylococcus 
aureus . 

3. Process according to claim 1, characterised In that a coagulase-negative strain of staphylococci 
producing a capsular polysaccharide presented by a strain of Staphylococcus aureus is selected by 

30 detection of the capsular polysaccharide in a bacterial retract of the strain. 

4. Process according to claim 3. characterised in that the bacterial extract is obtained by washing tiie 
bacteria. 

35 6. Process according to claim 3, characterised in that the bacterial extract is obtained after bacterial lysis. 

6. Process according to any one of claims 1 to 5, characterised in that the capsular polysaccharide is 
extracted after autoclavlng. 

40 7. Process according to any one of claims 1 to 5, characterised In that the capsular polysaccharide is 
extracted after lysis of the bacteria t>y a lytic agent. 

a Process according to any one of claims 1 to 7, characterised in that tiie extracted capsular polysaccha- 
ride Is purified by enzymatic treatment, followed by Ion exchange chromatography and gel filtration. 

45 

9. Process according to any one of claims 1 to 8, characterised in that a coagulase-negative strain of 
staphylococci deposited with the CNCM under the numbers (^82. 1-683. 1-684 or i-685 is used. 

10- Process for preparing a vaccine agent Staphylococcus aureus , characterised In that a polysaccharide 
60 according to claim 1 is used. 

11. Process for preparing a diagnostic product for detective coagulase -positive or -iiegative staphylococci, 
characterised in that a polysaccharide obtained by a process accoiding to claim 1 is used. 

55 12. Purified strains of coagulase-negative staphylococci producing capsular polysaccharide characteristic of 

Staphylococcus aureus . 

13. Strains according to claim 12 which are the strains deposited witfi tfie CNCM. under tiie numbers 1-682, 
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1-683. 1-684 and 1-685. on dOth July 1887. 

14. Use of the strains according to claim 12 or 13 for the producb'on of capsular polysaccharides 
characteristic of Staphytococcus aureus . 

PaterYtanspitl Che 

1. Verfahren zur Qewinnung eines fUr Staphylococcus aureus charakteristlschen Kapselpolyosids durch 
ZDchten von Staphytokokkensfimmen. E)ctrahieren das Kapselpolyosids und Reinigen dieses Kapselpo- 

10 lyosids, dadurch gekennzelchne^ da6 man als Staphykikokkenstamm einen Koagulase-negativen 
Staphylokokkenstamm venvendet, der aus dieses Potyosid bikJenden Sttomen ausgewihit worden 1st 

2. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzelcAnet; 6a3 man einen Koagulase-negativen Staphyk)- 
kokkenstamm. der eln fOr Staphylococcus aureus charakterlstlsches Kapselpolyosid bildet, durch 

16 Agglutinationsreaktlon mit Hilfe von fOr Kapseipolyoside von Staphytococcus aureus spezifischen 
AntikSrpem auswMhIi 

3. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzelchnet da^ man einen Koagulase-negativen Staphylo- 
kokkenstamm. der eln Kapselpolyo^d bildet, das von einem Stamm von Staphylococcus aureus 

so geblldet wird, durch Nachweis des Kapselpolyosids in einem Bakterlenextrakt des Stammes auswMhft 

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzelchne^ dafi der Bakterienextrakt eln durch Waschen 
der Bakterfen erhaltener Bctrakt 1st. 

as 6. Verfahren nach Anspruch 3. dadurch gekennzelchnet dafi der Bakterienextrakt eln durch Lyse der 
Bakterlen erhaltener Extrakt ist 

Gu Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 5, dadurch gekennzelchne^ da0 man das Kapselpolyosid 
nach der Behandlung im AutoWaven extrahiert 

30 

7. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5. dadurch gekennzelchne^ da0 man das Kapselpolyosid 
nach der Lyse der Baktarten mit einem Lysemittel extrahiert 

8. Verfahren nach einem der AnsprOche 1 bis 7, dadurch gekennzelchnet* da0 man das extrahierte 
35 Kapselpolyosid durch enzymatische Behandlung. gefbtgt von einer lonenaustauschchromatographte und 

einer Gelfiltration. reinigt 

9L Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8. dadurch gekennzelchnet; daS man einen Koagulase- 
negativen Staphylokokkenslamm verwendet der untsr den Hintarlegungsnummem 1-682. 1-683, 1-684 
40 Oder 1-685 bairn CNCM hinterlegt worden ist. 

10. Verfahren zur Herstellung eines Impfstoffs gegen Staphylococcus aureus , dadurch gekennzelchnet 
daB man eln Polyosid nach Anspruch 1 verwendet. 

4B 11. Verfahren zur Herstellung eines diagnostischen Produkts zum Nachweis von Koagulase-positiven oder 
-negativen Staphylokokken, dadurch gekennzelchnet, dafi man ein nach einem Verfahren gewSiB 
Anspruch 1 erhaltenea Polyosid verwendet 

12. Gerelnigte. KOagulase-negative StaphytokokkenstMmme. die das fOr Staphytococcus aureus charakteri- 
50 stische Kapselpolyosid bilden. 

ia StSmme nach Anspruch 12. bel denen es sich um die StSmme handelt. die unter dan Htnteriegungs- 
nummem 1-682-. 1-683, i-684 und 1-685 am 30 Jul! 1987 beim CNCM hinterlegt worden sind. 

65 14. Verwandung der Stamme nach Anspruch 12 Oder nach Anspruch 13 zur Gewlnnung von fUr Staphylo- 
coccus aureus charaktedstischen Kapselpolyoslden. 
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